INTRODUCTION
Abnormal DNA amounts are most commonly caused by changes in the number of chromosomes and chromosomal deletions. Changes in the normal cellular DNA content give rise to aneuploidy, an abnormality that reflects chromosomal alterations that play an essential role in the development and progression of tumors (1) .
Aneuploidy has been observed in 6-27% of large bowel lesions known to be precursors of colorectal carcinoma (CRC), such as adenomas or ulcerative colitis (2) (3) (4) (5) . In colorectal adenomas, the prevalence of aneuploidy increases in parallel to histopathological findings known to be associated with a higher risk of malignant transformation such as larger size, villous elements in the adenoma, or high-grade dysplasia (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) . These observations suggest that DNA aneuploidy might play an important role in the adenoma-carcinoma sequence (2, 4, 9, 10) . However, some authors have found aneuploid DNA content in only 13% of colon adenomas harboring an invasive carcinoma, an observation that does not support an important role for aneuploidy in the adenoma-carcinoma sequence (11) .
On the other hand, aneuploidy can be detected in the normal colon mucosa, in hyperplastic polyps, in adenomas with low-grade dysplasia, and in ulcerative colitis without dysplasia (12, 13) . Thus, it has been suggested that aneuploidy is an early change in carcinogenesis (12) .
The purpose of this study was to assess the prevalence of aneuploidy in colorectal adenomas and its possible role in the adenoma-carcinoma sequence. 
MATERIAL AND METHODS
The study was done in a series of 57 large bowel adenomas measuring 10 mm or more, collected from 54 consecutive patients at "Virgen de la Salud" Hospital, Toledo (Spain). Adenoma samples were obtained either by endoscopical or surgical resection. Adenomas were distributed according to the Vienna classification (14) (Fig. 1 ). Specimens were stained with hematoxylin-eosin and other routine techniques, and then assessed by one single pathologist.
DNA cell content was determined by flow cytometry in fresh specimens or snap-frozen specimens preserved at -80 ºC, according to Vindelov's method (15) . Briefly, fresh specimens were fragmented with a surgical blade, suspended in a citrate buffer, and filtered through a nylon mesh with 50 µm pores. The cell suspension was digested using trypsin and detergent for 10 minutes, and then digestion was interrupted with a trypsin inhibitor and RNAse. Cells were stained with propidium iodide and analysed in a Fac Sort (Becton-Dickinson) flow cytometer. Normal colonic mucosa was used as diploid control using the same procedure. An analysis was done with the CellFit software application on a minimum of 10,000 nuclei.
DNA content was considered aneuploid if there were two clearly separated peaks of G0/G1 cells (Fig. 2) . The DNA index was calculated by obtaining the proportion between the mean DNA content of G0/G1 cells in the study cell group and in the normal dyploid cell group. In diploid histograms the DNA index was equal to 1. DNA content was considered tetraploid when there was a single G0/G1 peak and the DNA index was equal to 2. The proliferative fraction was determined based on the number of S-phase cells. Proliferative fractions equal to or higher than 10% were considered elevated and those lower than 10% were considered low (1). Histograms with a G0/G1 peak variation coefficient larger than six were considered invalid (16) .
Clinical data such as age, gender, symptoms, presence of synchronous CRC, and tumor location were obtained from patient clinical records.
Student's T test was used for comparison of quantitative results, and χ 2 and Fisher's exact tests were used for comparison of qualitative results. A two-tailed p value < 0.05 was considered statistically significant.
RESULTS
Forty-nine out of 57 adenomas included in this study were adenomas with low-grade dysplasia, two were adenomas with high-grade dysplasia, two adenomas harbored an intramucous carcinoma, and four adenomas had a microinvasive carcinoma. Regarding clinical features, patients studied included 32 men and 22 women with a mean age of 65.5 ± 8.9 years. Hematochezia prior to diagnosis was present in 51.8% of patients, although in Twelve out of 57 adenomas (21%) were aneuploid, and the remaining 45 were diploid. There were no cases with tetraploid DNA. When the correlation between aneuploidy and clinico-pathological features was assessed we observed that 50% of adenomas measuring ≥ 2.5 cm were aneuploid, whereas only 26% of adenomas smaller than 2.5 cm were aneuploid (p = 0.005). Aneuploid DNA was found in 87% of adenomas with high-grade dysplasia or harboring intramucous or microinvasive carcinomas, as compared to 10% in adenomas with low-grade dysplasia (p < 0.001). Aneuploid DNA was found in 71% of adenomas with an S-phase higher than 10 versus 5% in adenomas with an S-phase ≤ 10% (p < 0.001). There was a trend towards a statistically significant association between aneuploidy, male gender, and hematochezia. Other features such as age, synchronous CRC, or histology of adenomas were not associated with aneuploidy (Table II) . The mean variation coefficient of G0/G1 peaks was 2.8 ± 0.99 (range: 1-5.9).
The presence of high-grade dysplasia or carcinoma inside adenomas was statistically associated with the magnitude of the proliferative fraction (Table III) .
DISCUSSION
The prevalence of DNA aneuploidy in our series of colorectal adenomas was 21% when all cases were included, and 17% after excluding cases with invasive carcinoma inside the polyp. This prevalence is higher than in studies using formalin-fixed specimens (3, 4) , and similar to that in studies using fresh or frozen specimens (17) . The reason is that the sensitivity to detect aneuploid peaks is higher when using fresh specimens (18 one centimeter, which have a lower prevalence of aneuploidy, a fact that can explain the observation of a larger number of aneuploid adenomas in our study (2, 7, 19 ). An association exists between aneuploidy and the histopathological features that predispose to malignant change in adenomas, such as larger size, villous elements, and high-grade dysplasia (3, 5) . We also found an association between aneuploid DNA and size and degree of adenomatous dysplasia (7, 17) . Aneuploidy was also more common in adenomas with villous elements, although this association did not reach statistical significance, an observation similar to that in other studies (7) .
Assessing the incidence of aneuploidy by gender, we observed a higher incidence in men versus women (29 vs. 9%). However, this difference did not reach statistical significance. The reason for a higher incidence of aneuploidy in men is not clear; one possible explanation is that in men colorectal adenomas are biologically more aggressive, and thus more prone to malignant transformation. This may explain the higher incidence of CRC in men versus women in epidemiological studies (21, 22) .
In subjects presenting with hematochezia, adenoma DNA aneuploidy was more often than in subjects without such symptom. In most cases, adenomas were not probably the cause of hematochezia; instead, the symptom was related to an associated condition such as CRC, which was present in 30% of patients in our series. One might think that adenomas associated with a synchronous CRC are biologically more aggressive and have a higher frequency of aneuploidy. However, we did not find such association between DNA aneuploidy and the presence of synchronous or metachronous CRC, an observation similar to that reported by other groups (3, 11, 22) .
The prevalence of DNA aneuploidy in adenomas with high grade dysplasia, in situ carcinoma, or microinvasive carcinoma ranges from 12.5 to 37% in studies using formalin-fixed specimens (6, 23) , and is 72% for fresh or frozen specimens (17) . In our study, the prevalence of aneuploidy in this group of adenomas was somewhat higher, reaching 87.5%. This prevalence of aneuploidy is even higher than in CRC, in which prevalence ranges from 50 to 68% using formalin-fixed specimens (24) (25) (26) , and from 64 to 75% using fresh or frozen specimens (27) (28) (29) . We do not know the reason for the high prevalence of aneuploidy in our study. It is possible that DNA ploidy heterogeneity, which in some studies is over 40% (30, 31) , was smaller in our study, thus making it more feasible that aneuploid peaks be detected. Taking into account the low prevalence of aneuploidy in low-grade dysplasia adenomas, and its high prevalence in high grade dysplasia adenomas, intramucosal, or microinvasive carcinoma, we think that aneuploidy plays a role in the adenoma-carcinoma sequence. Our results are in contradiction with the results of other authors, who found aneuploidy in only 17% of adenomas with microinvasive carcinoma (11) . However, this study was done in formalin-fixed specimens, a method less sensitive to detect aneuploid peaks.
DNA aneuploidy has been observed in adenomas with low-grade dysplasia, in hyperplastic polyps, and in ulcerative colitis mucosa before the development of dysplasia (12, 13, 32) , which suggests that aneuploidy is an early change in carcinogenesis (12) . Although the prevalence of aneuploidy in our study was higher in adenomas with high-grade dysplasia or carcinoma, we found DNA aneuploidy in 11% of adenomas with low-grade dysplasia. These results support the hypothesis that aneuploidy is an early event in colorectal carcinogenesis. The exact mechanism giving rise to aneuploidy is unclear. Cytogenetic and molecular genetic studies indicate that aneuploidy is the result of changes in the number of chromosomes, and of deletions in chromosomes (33, 34) . Chromosomal alterations more commonly found in association with aneuploidy are located in chromosomes 1, 7, 17, and 18 (34) (35) (36) (37) . In colorectal adenomas, a close relationship between 1p deletion and DNA aneuploidy has been observed (35) .
In this study, we also observed a significant association between increased proliferative cell fraction and signs of malignant transformation in adenomas. However, this association did not add anything to the information provided by DNA ploidy.
In conclusion, although aneuploidy can be detected in low-grade dysplasia adenomas, which supports the hypothesis that aneuploidy is an early event in colorectal carcinogenesis, its prevalence remarkably increases when high-grade dysplasia or carcinoma appear within the adenoma. Therefore, we think that DNA aneuploidy plays an important role in the adenoma-carcinoma sequence.
RESUMEN
Introducción: en patología benigna de intestino grueso precursora del cáncer colorrectal, como adenomas o colitis ulcerosa, se ha observado aneuploidía en el 6-27% de los casos y se ha sugerido que su presencia predispone al desarrollo de malignidad. Sin embargo, su papel en la secuencia adenoma-carcinoma no se ha demostrado de forma concluyente. El objetivo de nuestro trabajo fue valorar la incidencia de aneuploidía en adenomas colóni-cos, con y sin signos de malignidad, y estudiar su posible papel en la secuencia adenoma-carcinoma.
Material y métodos: el estudio se realizó en una serie de 57 adenomas de intestino grueso, de 10 o más milímetros, recogidos de forma consecutiva de 54 pacientes. Las piezas se obtuvieron en todos los casos mediante resección endoscópica o quirúrgica. En 49 casos se trataba de adenomas con displasia de bajo grado, en dos casos de adenomas con displasia de alto grado, dos adenocarcinomas intramucosos y en otros cuatro de adenocarcinomas microinvasivos. El estudio del ADN se realizó en la pieza operatoria en fresco mediante citometría de flujo utilizado el método de Vindelov.
Resultados: se detectó ADN aneuploide en cinco de los 49 adenomas con displasia de bajo grado (10%), en los cuatro adenomas con displasia de alto grado o adenocarcinomas intramucosos (100%) y en tres de los cuatro adenocarcinomas microinvasivos (75%). Se observó asociación significativa entre el hallazgos de aneuploidía y displasia de alto grado, adenocarcinoma intramucoso o microinvasivo (p < 0,001). No se apreció asociación entre la existencia de aneuploidía y la edad de los pacientes, sexo, sintomatología clínica, tamaño ni localización de los adenomas.
Conclusiones: en adenomas colónicos la incidencia de aneuploidía fue del 10% cuando se trataba de adenomas con displasia de bajo grado y del 87% cuando presentaban displasia de alto grado o adenocarcinoma siendo la diferencia estadísticamente significativa. Estos hallazgos sugieren que la aneuploidía juega un papel en la secuencia adenoma-carcinoma.
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INTRODUCCIÓN
Las alteraciones cromosómicas más frecuentes que pueden producir modificación del contenido de ADN normal son los cambios del número de cromosomas o deleciones de los mismos. Los cambios en el contenido normal de ADN de la célula pueden dar lugar a ADN aneuploide y son el reflejo de las alteraciones cromosómicas que juegan un papel esencial en el desarrollo y progresión de los tumores (1).
En la patología de intestino grueso precursora del cáncer colorrectal (CCR) como adenomas o colitis ulcerosa, se ha observado ADN aneuploide en el 6-27% de los casos (2-5). En los adenomas colónicos la incidencia de aneuploidía aumenta de forma paralela a la presencia en los mismos de parámetros anatomopatológicos de riesgo de degeneración maligna tales como: mayor tamaño, componente vellositario o displasia severa (2-8). Estos hallazgos han sugerido que la aneuploidía juega un papel importante en la secuencia adenoma-carcinoma (2,4,9,10). Sin embargo, algunos autores han observado ADN aneuploide sólo en el 13% de adenomas colónicos con cáncer invasivo, lo que no apoya la hipótesis de que esta alteración juegue un papel importante en la secuencia adenoma-carcinoma (11) .
Por otro lado, se puede detectar aneuploidía en mucosa colónica normal, pólipos hiperplásicos, adenomas con displasia de bajo grado y en colitis ulcerosa antes de la aparición de displasia (12, 13) . Todo ello ha sugerido que la aneuploidía es un acontecimiento precoz en la carcinogénesis (12) .
El objetivo de nuestro trabajo fue valorar la incidencia de aneuploidía en adenomas colónicos y su posible papel en la secuencia adenoma-carcinoma.
MATERIAL Y MÉTODOS
El estudio se realizó en una serie de 57 adenomas de intestino grueso, de al menos 10 mm de diámetro, recogidos de forma consecutiva de 54 pacientes en el Hospital Virgen de la Salud de Toledo. Las piezas se obtuvieron mediante resección endoscópica o quirúrgica. Los adenomas se distribuyeron según la clasificación de Viena (14) (Fig. 1) . Todas las piezas fueron teñidas con hematoxili- El análisis del ADN se realizó por citometría de flujo utilizando material fresco o congelado en nitrógeno líqui-do y posteriormente conservado a -80 ºC, utilizando el método de Vindelov (15) . De forma breve se daban los siguientes pasos: una vez recibida la pieza se fragmentaba con bisturí, se colocaba en buffer citrato y se filtraba por una malla de nylon con microporos de 50 micras. A continuación se realizaba digestión con tripsina y un detergente durante 10 minutos, añadiéndose posteriormente un inhibidor de la tripsina y RNAsa y más adelante se teñía con ioduro de propidio. Para el análisis de ADN se utilizó un citómetro FacSort (Becton-Dickinson). Como control de células diploides se utilizó mucosa colónica normal utilizando la misma técnica. El análisis se realizó sobre un mínimo de 10.000 núcleos, empleando el programa informático CellFit (Becton-Dickinson).
En el análisis de los histogramas sólo se consideró que el ADN era aneuploide cuando había dos picos de células G0/G1 claramente separados (Fig. 2) . El índice de ADN se calculó como el cociente entre las medias de las fases G0/G1 de las células problema y de las células normales diploides. En los histogramas diploides este índice era igual a uno. Se consideró que el ADN era tetraploide cuando había un solo pico de células G0/G1 y el índice de ADN era igual a 2. La fase proliferativa se valoró según el porcentaje de células que se encontraban en fase S, considerándose alta o baja según ese porcentaje fuera igual o superior al 10% o inferior respectivamente (1). Los histogramas con un coeficiente de variación (CV) del pico G0/G1 mayor de 6 se consideraron no válidos (16) .
Se recogieron de la historia clínica las variables: edad, sexo, clínica, cancer colorrectal asociado y localización tumoral.
El análisis estadístico se realizó mediante el test de Student para variables cuantitativas y Chi cuadrado o test exacto de Fisher para variables cualitativas. Se consideraron significativos los valores de p < 0,05.
RESULTADOS
De los 57 adenomas incluidos en el estudio en 49 casos se trataba de adenomas con displasia de bajo grado, en dos casos de adenomas con displasia de alto grado, dos adenocarcinomas intramucosos y en otros cuatro casos de adenocarcinomas microinvasivos.
En cuanto a las características clínicas se trataba de 32 varones y 22 mujeres con una media de edad de 65,5 años (± 8,9), de los que presentaron rectorragia previa a la exploración el 51,8% de los casos, si bien en la mayoría de las ocasiones este síntoma no guardaba relación con la existencia de los pólipos. Otras características clínico-patológicas se reflejan en la tabla I.
De los 57 adenomas incluidos en el estudio 12 tenían ADN aneuploide (21%) y el resto diploide. No había ningún caso con ADN tetraploide. Cuando se relacionó la aneuploidía con las características clínico-patológicas observamos que el 50% de los adenomas de 2,5 mm de tamaño o más presentaban ADN aneuploide por sólo en 26% de los menores de este tamaño (p = 0,005). El 87% de los adenomas con displasia de alto grado, adenocarcinoma intramucoso o microinvasivo presentaba ADN aneuploide por sólo el 10% de los que tenían displasia de bajo grado (p < 0,001). El 71% de los adenomas con fase S mayor de 10% presentaban ADN aneuploide mientras que sólo la presentaba el 5% de los que tenían fase S menor o igual al 10% (p < 0,001). Había tendencia a la asociación significativa entre la aneuploidía y el sexo varón y presencia de rectorragia. Otras variables como la edad, CCR asociado, localización y tipo histológico no se asociaban (Tabla II). El CV de los picos G0/G1 de los histogramas fueron de 2,8 ± 0,99 (rango 1-5.9).
Cuando se relacionó la presencia de displasia de alto grado o adenocarcinoma en los adenomas con la fase proliferativa se apreció que había asociación significativa entre ambas variables (Tabla III). 
DISCUSIÓN
La incidencia de ADN aneuploide en nuestra serie de adenomas colónicos fue del 21% y si se excluyen los casos con signos histológicos de adenocarcinoma invasivo del 17%. Esta incidencia es superior a la descrita en trabajos en los que se ha utilizado material fijado en parafina (3, 4) , y similar la referida en estudios en las que se ha utilizado material fresco o congelado (17) con el que la sensibilidad para detectar un pico aneuploide es mayor (18) .
Por otro lado, en nuestro estudio se justifica una mayor proporción de tumores aneuploides porque se excluyeron los adenomas menores de 10 mm, y se ha comprobado que en los adenomas de pequeño tamaño la incidencia de aneuploidía es menor (2, 7, 19) .
Se ha descrito que en los adenomas colónicos existe asociación entre la presencia de aneuploidía y parámetros anatomopatológicos predisponentes de malignización tales como mayor tamaño, componente vellositario y displasia de alto grado (3, 5) . En nuestro estudio también observamos asociación entre la existencia de ADN aneuploide y el tamaño y el grado de displasia de los adenomas (7, 17) . Los adenomas con componente vellositario presentaban ADN aneuploide con más frecuencia que los adenomas tubulares, sin llegar a alcanzar significación estadística, hallazgos similares a los descritos en otros estudios (7) .
Al valorar la incidencia de aneuploidía según el sexo, pudimos apreciar que esta era mayor en hombres que en mujeres (29 versus 9%) diferencia que tenía tendencia a la significación aunque no llegaba a alcanzarla. No está clara la razón de esta mayor tasa de ADN aneuploide en el sexo masculino en nuestro estudio; una posibilidad es que los adenomas colónicos en varones tengan una mayor agresividad biológica y por lo tanto una mayor tendencia a la malignización, lo que podría explicar la mayor incidencia del CCR en el sexo masculino con respecto al femenino en los estudios epidemiológicos (20, 21) .
Los pacientes que presentaban rectorragia tenían adenomas con ADN aneuploide con mayor frecuencia que los adenomas de los pacientes que no tenían este síntoma. Posiblemente los adenomas no fueran responsables de la rectorragia en la mayoría de las ocasiones, sino que este síntoma fuera debido a patología asociada, como por ejemplo CCR, que en nuestra serie se presentaba en el 30% de los pacientes. Esto podría hacer pensar que los adenomas asociados a CCR pudieran tener mayor agresividad biológica y por lo tanto una tasa de aneuploidía mayor. Sin embargo, no observamos asociación entre la presencia de aneuploidía y CCR sincrónico o metacróni-co, hallazgos similares a los descritos en otros estudios (3, 11, 22) .
En adenomas con displasia de alto grado, adenocarcinoma intramucoso o microinvasivo se ha observado ADN aneuploide en el 12,5-37% cuando se utiliza material fijado en parafina (6,23) y del 72% cuando se utiliza material fresco o congelado (17) . En nuestro estudio esta cifra fue algo superior alcanzando el 87,5%. Esta tasa de aneuploidía es también superior a la descrita en el CCR avanzado, que con material fijado en parafina se observa en el 50-68% (24-26), y con material fresco o congelado en el 64-75% (27) (28) (29) . No sabemos con precisión la causa de la alta incidencia de aneuploidía en nuestro estudio; es posible que al tratarse de lesiones malignas incipientes la heterogeneidad de la ploidía del ADN, que en algunos trabajos supera el 40% (30, 31) , fuera menor y resultara más factible recoger algún pico aneuploide. Dada la baja incidencia de aneuploidía en los adenomas con displasia de bajo grado y la alta tasa de la misma en adenomas con displasia de alto grado, adenocarcinoma intramucoso o microinvasivo, pensamos que la misma juega un papel esencial en la secuencia adenoma-carcinoma. Estos datos contrastan con los aportados por otros autores que observan aneuploidía sólo en el 13% de los pacientes con adenomas colónicos con cáncer microinvasivo, si bien estos estudios se hicieron con material fijado en parafina que son menos sensibles para detectar aneuploidía (11) .
Se ha observado aneuploidía en adenomas con bajo grado de displasia, pólipos hiperplásicos y colitis ulcerosa antes de la aparición de displasia (12, 13, 32) , lo que sugiere que se trata de un acontecimiento precoz de la géne-sis tumoral (12) . Aunque en nuestro estudio la incidencia de ADN aneuploide aumentaba de forma notable al aparecer displasia de alto grado o adenocarcinoma, también la observamos en el 11% de los que presentaban displasia de bajo grado. Estos datos apoyan la hipótesis de que la aneuploidía puede ser un acontecimiento precoz de la carcinogénesis colorrectal.
El mecanismo exacto por el que se produce la aneuploidía no es bien conocido, aunque tras estudios de citogenética y genética molecular se ha sugerido que se produce por una alteración en el número de cromosomas y deleciones de los mismos (33, 34) . Las alteraciones cromosómicas que se asocian con mayor frecuencia a la aneuploidía son las de los cromosomas 1, 7, 17 y 18 (34, 35) , en los que se encuentran genes implicados en el desarrollo del CCR como p53 y DCC (36, 37) . En adenomas colónicos se ha observado una estrecha correlación entre la deleción de 1p y la existencia de ADN aneuploide (35) . También observamos una asociación significativa entre la existencia de un aumento de la fase proliferativa y la aparición de signos de malignización en los adenomas aunque esta variable no aportaba información adicional a la ofrecida por la ploidía del ADN.
En conclusión, aunque la aneuploidía se puede detectar en adenomas colónicos con displasia de bajo grado y por lo tanto puede ser un acontecimiento precoz en la carcinogénesis colorrectal, su incidencia aumenta de forma notable al aparecer displasia de alto grado o adenocarcinoma en los adenomas, por lo que pensamos que juega un papel esencial en la secuencia adenoma-carcinoma.
